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Odreðivanje strukture aminokiselina
u plinskoj fazi spektrometrijom masa
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Zbog uske povezanosti strukture biomolekule s biološkom funkcijom njezino je odreðivanje je-
dan od izazova u biokemiji. U posljednjih nekoliko desetljeæa spektrometrija masa se sve èešæe
rabi za dobivanje informacija o strukturi promatrane molekule. U ovom radu opisane su: ionska
kromatografija, izmjena vodik/deuterij te kinetièka metoda, tri najèešæe primjenjivane tehnike za
dobivanje informacija o sekundarnoj strukturi aminokiselina u plinskoj fazi.
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Uvod
Zbog uske povezanosti strukture biomolekule s biološkom
funkcijom njezino je odreðivanje jedan od izazova u bioke-
miji. Koncept strukture ima više razina, npr. za proteine: od
primarne strukture, koja nam govori o redoslijedu aminoki-
selina, sekundarne i tercijarne strukture, koja daje prostorni
raspored molekule do kvaterne koja opisuje slaganje više
polipeptidnih lanaca. Informacije o konformacijama mo-
lekula uobièajeno se dobivaju difrakcijskom analizom te
nekim NMR tehnikama. U posljednjih nekoliko desetljeæa
spektrometrija masa sve se èešæe primjenjuje za dobivanje
informacija o strukturi promatrane molekule. Spektrometri-
jom masa na biološkim molekulama u plinskoj fazi, osim
odreðivanja primarne strukture prema izmjerenim mole-
kulskim masama i fragmentaciji, moguæe je dobiti informa-
cije o sekundarnoj i tercijarnoj strukturi promatrane mo-
lekule.1,2
U ovom radu prikazat æe se tri najèešæe primjenjivane teh-
nike za dobivanje informacija o sekundarnoj strukturi pro-
matrane molekule u plinskoj fazi: ionska kromatografija,
izmjena vodik/deuterij te kinetièka metoda. Uz prikaz sva-
ke od navedenih metoda bit æe dani i primjeri u primjeni
iste. Takoðer, meðu primjerima bit æe rijeèi o postojanju
zwitteriona aminokiselina u plinskoj fazi. Poznato je da su u
otopini i kristalima aminokiseline uglavnom u zwitterion-
skoj formi, meðutim u plinskoj fazi zwitterionska forma je
nestabilna i zamjenjuje je stabilnija neutralna struktura.
Teorijski3,4 i eksperimentalni5–8 radovi pokazuju da zwitte-
rionska forma aminokiselina ne postoji u plinskoj fazi. Me-
ðutim, ta zwitterionska forma u plinskoj fazi moÞe biti do-
datno stabilizirana dodatkom iona metala,9–12 slika 1.
Ionska kromatografija
Mobilnost iona u plinskoj fazi velièina je koja opisuje brzinu
gibanja nabijene molekule zbog djelovanja slabog elektriè-
nog polja kroz æeliju ispunjenu sudarnim plinom pod tla-
kom. Malene, kompaktne molekule s manjim sudarnim
presjecima gibaju se mnogo brÞe od molekula s velikim su-
darnim presjecima, pa mjerenjem mobilnosti iona moÞemo
dobiti vrijedne informacije o strukturi promatranih moleku-
la. Ionska kromatografija je jedan od naziva te tehnike koji
proizlazi iz moguænosti razdvajanja smjese iona razlièitih
sudarnih presjeka. Rezultati dobiveni tom tehnikom èesto
nisu jednoznaèni i rezultate mjerenja mobilnosti iona treba
usporediti s rezultatima tj. strukturama dobivenim teorij-
skim raèunima.
Teorijska osnovica ionske kromatografije13
Promatrani ioni analita ulaze u sudarnu æeliju duljine L od 4
do 20 cm koja je napravljena od bakra ili stakla te je naj-
èešæe ispunjena helijem pri tlaku od 100 Pa. Temperatura
æelije moÞe se mijenjati od 80 K do 500 K. Unutar æelije ioni
dolaze pod utjecaj slabog, ali konstantnog elektriènog po-
lja E,
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S l i k a 1 – Struktura Na+-kationirane aminokiseline u plinskoj
fazi: a) u formi solvatiranog naboja b) u zwitterionskoj
formi
F i g . 1 – Gas phase structure of Na+ cationized amino acid:
a) charge solvation form b) zwitterionic form
gdje je L duljina sudarne æelije, a U razlika potencijala.
Unutar æelije javlja se i sila “trenja”, Ft, koja potjeèe od su-
dara iona s neutralnim plinom. Zbog te dvije suprotne sile,
slika 2, postoji jednoliko gibanje iona u smjeru elektriènog
polja brzinom d,
d = K · E
a konstanta proporcionalnosti K obrnuto je proporcionalna
tlaku neutralnog plina unutar sudarne æelije i naziva se mo-
bilnost iona. Uobièajeno se navodi reducirana mobilnost
iona:
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gdje je p0 tlak od 101000 Pa, a T0 je temperatura od
273,15 K.
Vrijeme td koje ioni provedu unutar sudarne æelije dano je
izrazom:
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Eksperimentalno dobiveno vrijeme (t) je ukupno vrijeme
provedeno u sudarnoj æeliji, td i izvan æelije, t0.
t = td + t0
Prikazom ovisnosti t o p/U moÞemo iz nagiba pravca do-
biti vrijednost reducirane mobilnosti, slika 3.
Pomoæu kinetièke teorije moÞemo povezati reduciranu
mobilnost i sudarni presjek promatranog iona :
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gdje je e protonski naboj iona, N0 brojnosna gustoæa sudar-
nog plina pri tlaku p0 i temperaturi T0, µ reducirana masa
iona i sudarnog plina, kB je Boltzmanova konstanta, a T je
eksperimentalna temperatura.
Iako je relativno lako odrediti eksperimentalni sudarni pre-
sjek, mnogo je teÞe odrediti odgovarajuæi presjek iz teorij-
ske strukture prouèavane molekule. Postoji više modela do-
bivanja teorijskih sudarnih presjeka molekula.11,13–19 Naj-
jednostavniji pristup je raèunanje prosjeènog sudarnog pre-
sjeka modela uzimajuæi radijus-vektor svakog atoma u su-
stavu kao radijus-vektor èvrste sfere.13,19 U poboljšanom
modelu radijusi su opisani kao funkcije temperature te inte-
rakcijskih potencijala ion – sudarni plin.11,14 Taj model je
mnogo bolji za male molekule,11,14,15 osobito u sluèajevima
kada imamo interakcije s velikim, polarnim molekulama su-
darnog plina pri niskim temperaturama. U sluèaju veæih
molekula (više od stotinu atoma) interakcijski je potencijal
manje vaÞan, te model èvrste sfere uz dodatnu kalibraciju
daje dobre rezultate.17
Eksperimentalni sustav
Jedna od osnovnih shema sustava za eksperimentalno od-
reðivanje mobilnosti iona prikazana je na slici 4. Prouèava-
ni ioni generiraju se u ionskom izvoru najèešæe upora-
bom: ionizacije laserskom desorpcijom20–22 (Laser desorp-
tion ionization, LDI), matricom potpomognute ionizacije
laserskom desorpcijom23–26 (Matrix assisted laser desorption
ionization, MALDI), ionizacije elektroraspršenjem27,28 (Elec-
trospray ionization, ESI) te ionizacije udarom elektrona
(Electron impact, EI).29 Nakon formiranja ioni se selektiraju
po masama u prvom analizatoru masa MS1 i nakon toga se
uvode u sudarnu æeliju ionskog kromatografa. Nakon prola-
ska kroz æeliju ionima se ponovno analizira masa u drugom
analizatoru masa MS2 te se detektiraju jednom od klasiènih
tehnika brojanja iona. Analizatori masa primjenjeni u eks-
perimentima mjerenja mobilnosti iona mogu biti: kvadru-
polni,30 klasièni (sektorski),30 analizator masa ionsko-ciklo-
tronske rezonancije uz Fourierovu transformaciju te ana-
lizator masa s vremenom proleta (Time of Flight, TOF).30
ZdruÞivanje ionske kromatografije i analizatora masa (naj-
èešæe TOF) naziva se i dvodimenzijski eksperiment31 (mo-
bilnost iona + masa). U toj postavi ioni se prvo razdvajaju
na osnovi oblika, a zatim na osnovi kvocijenta mase i nabo-
ja. Povezivanje tih dvaju sustava tehnièki je vrlo zahtjevno
jer rade pri razlièitim tlakovima.
Poveæanje rezolucije13,32 u eksperimentima mjerenja mo-
bilnosti iona postiÞe se sniÞenjem temperature unutar æeli-
je, poveæanjem tlaka sudarnog plina te produljenjem su-
darne æelije. Buduæi da ioni ne mogu izravno iz vakuuma
analizatora spektrometra masa biti uvedeni u sudarnu æeliju
ionskog kromatografa selekcija iona po masama prije ulaska
u sudarnu æeliju instrumenta s viskom rezolucijom nije mo-
guæa te se uklanja prvi analizator masa. U ovom sluèaju ioni
se linearno svrstavaju ispred sudarne æelije te prolaze kroz
ionska vrata koja razdvajaju nabijene od neutralnih mo-
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S l i k a 3 – Vrijednost reducirane mobilnosti K0 odreðuje se po-
moæu nagiba pravca
F i g. 3 – The reduced mobility K0 is obtained from the slope of
the line
S l i k a 2 – Prikaz sila u sudarnoj æeliji
F i g. 2 – Depiction of forces in the buffer cell
lekula. Ionska vrata sprjeèavaju ulazak neutralnih molekula
protustrujom helija, dok nabijene molekule analita ulaze u
æeliju pod utjecajem slabog elektriènog polja. Negativna
posljedica poveæanja tlaka unutar æelije poveæana je frag-
mentacija iona, dok u sluèaju predugaèke æelije dolazi do
gubitka iona zbog sudara sa stijenkama æelije.
Primjena ionske kromatografije u odreðivanju
strukture biomolekula
Kao što je navedeno, informacije dobivene mjerenjem mo-
bilnosti iona govore nam o sudarnom presjeku promatrane
molekule, a samim time i o obliku tj. strukturi iona. Pojedi-
ne molekule u plinskoj fazi imaju sloÞene plohe potencijal-
ne energije na kojima postoji i nekoliko minimuma. Uko-
liko se odgovarajuæe strukture za pojedine minimume do-
voljno razlikuju u sudarnim presjecima, moguæe je kombi-
nacijom podataka dobivenih mjerenjem mobilnosti iona i
teorijskih raèuna izvesti vrlo precizne zakljuèke vezane uz
strukturu promatrane molekule u plinskoj fazi.
Dimer bradikinina, polipeptida sekvence Arg-Pro-Pro-Gly-
Phe-Ser-Pro-Phe-Arg, èesto se generira kao posljedica ioni-
zacije elektroraspršenjem. Monomer [M + H]+ i dimer
[2M + 2H]2+ nije moguæe razlikovati u spektrometru masa
buduæi da imaju jednake vrijednosti m/z = 1061, ali na te-
melju razlièitog sudarnog presjeka i time razlièite mobilno-
sti moguæe ih je razdvojiti ionskom kromatografijom.33
Prouèavanjem ionske mobilnosti kako protoniranih tako i
Na+-kationiranih oligoglicina Glyn (n = 1–6) èiji se sudarni
presjeci zwitterionske i forme solvatiranog naboja razlikuju
pokazano je da u plinskoj fazi nema zwitteriona.34 Mjere-
njem mobilnosti Na+-kationiranog arginina, meðutim, na-
ðeno je da se u plinskoj fazi nalazi u formi zwitteriona.35
Jedna od mana ionske kromatografije je da sudarni presjeci
prouèavanih konformacija moraju biti razlièiti. Sudarni pre-
sjeci dobiveni ionskom kromatografijom za neke ione po-
nekad nisu jednoznaèni jer su strukture (sudarni presjeci)
pojedinih minimuma vrlo slièni. Primjer takvog sluèaja je
nemoguænost razlikovanja je li protonirani bradikinin u
plinskoj fazi zwitterion ili u formi solvatiranog naboja jer
obje forme imaju vrlo sliène sudarne presjeke.36 Slièno je i s
Na+-kationiranim N- i C-metiliranim glicinom gdje zwitte-
rionska i forma solvatiranog naboja imaju gotovo jednake
sudarne presjeke.11
Reakcije izmjene vodik/deuterij
U spektrometriji masa izmjene vodik/deuterij u tekuæoj fa-
zi veæ se dulje vrijeme rabe kao pomoæ u rješavanju reak-
cijskih mehanizama i strukturnih problema.37,38 Izotopska
izmjena je idealna za prouèavanje spektrometrijom masa
jer je detekcija promjene mase primarna funkcija instru-
menta.
Dostupnost tehnika u spektrometriji masa za generiranje
ionskih vrsta u plinovitom stanju, bez razaranja molekule te
uvoðenje suviška donora deuterija, omoguæava prouèava-
nje izmjene H/D u plinskoj fazi.39 Reakcije izmjene H/D u
plinovitom stanju mogu se izvoditi i na biološki presudnim
molekulama (peptidi, nukleotidi).39,40 Moguænost dobivanja
informacija o konformaciji iz eksperimenta na masenom
spektrometru èini tu tehniku vrlo atraktivnom.
Mehanizam izmjene vodik/deuterij
Reakcije izmjene vodik/deuterij uzrokovane su sudarima
molekulskog iona uzorka s neutralnim molekulama deuteri-
ranog reakcijskog plina (donora atoma deuterija).41–45 Više-
struki sudari pritom su malo vjerojatni s obzirom na mali
udjel jednih i drugih u plinskoj fazi. Smatra se da reakcija
izmjene vodik/deuterij, nastala sudarom iona uzorka i ne-
utralne molekule deuteriranog reakcijskog plina, ide u tri
koraka, shema 1:41–46
1. formiranje ion-molekulskog kompleksa A povezanog sla-
bom vodikovom vezom,
2. transfer protona unutar kompleksa B,
3. disocijacija ion-molekulskog kompleksa C.
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S l i k a 4 – Osnovni sustav za izvoðenje eksperimenta mobilnosti iona
F i g. 4 – Basic setup for the ion mobility experiments
S h e m a 1
S c h e m e 1
Krivulja energije reaktanata duÞ reakcijske koordinate koja
opisuje reakciju prijenosa protona izmeðu iona i neutralne
molekule ima tri minimuma odijeljena energijskim barijera-
ma. Ova tri minimuma odgovaraju kompleksima A, B i C.
Tijekom reakcije izmjene H/D molekulski ion uzorka reagi-
ra s donorom deuterija. Ako nastali predreakcijski kom-
pleks A ima dovoljno energije da prijeðe barijeru poten-
cijalne energije, nastat æe kompleks C. Energija osloboðena
nastankom kompleksa A mora biti dovoljna da kompleks B
prijeðe barijeru internog transfera protona, koja ovisi o
razlici protonskih afiniteta (
PA) izmeðu neprotonirane
molekule uzorka i neprotoniranog reakcijskog plina (PA
PAmolekule – PAplina). Nekad se smatralo da u sluèaju PA > 84
kJ mol–1 ne dolazi do izmjene.41 Meðutim, pokazano je da
do izmjene vodik/deuterij dolazi i kada je PA > 210 kJ
mol–1.
Osim razlike u protonskim afinitetima, kod izmjene vo-
dik/deuterij, bitno djelovanje imaju i strukturni uèinci, npr.
višestruke vodikove veze u reakcijskom kompleksu amino-
kiseline; donor deuterija snizuju energiju kompleksa te
umanjuju utjecaj velike razlike protonskih afiniteta nepro-
tonirane molekule uzorka i neprotoniranog reakcijskog pli-
na.42–46
Kinetika H/D izmjene
Postoje dva naèina analize kinetike izmjene vodik/deuterij
u plinskoj fazi. Prvi pristup je da se sustav promatra kao niz
uzastopnih reakcija42–45,47 s koeficijentima brzine reakcije
izmjene ka, kb, .... Na primjer, dan je sistem s moguænošæu
izmjene dvaju atoma vodika:
D D Dk k0 1 2
a b    ,
u kojoj D0, D1, D2 oznaèavaju molekule koje sadrÞe nula,
jedan i dva deuterija na mjestu izmjenjivih vodikovih ato-
ma.
Takoðer je moguæe sustav promatrati kao n nezavisnih mje-
sta za izmjenu44,48–50 s koeficijentima brzine reakcije za spe-
cifièno mjesto na molekuli. To su takozvane reakcije na
specifiènom mjestu. Kinetièka analiza takvog sustava bitno
je drugaèija jer se produkti kemijski ne razlikuju i imaju sliè-
ne koeficijente brzine reakcije. U primjeru izmjene dvaju
vodika:
HH HD DD1 2k k   
HH DH DD1k k2   
kada je došlo do izmjene jednog deuterija, ukupna koncen-
tracija D1 rezultat je izmjene na dvama razlièitim mjestima
u molekuli HD i DH.
Odreðivanje koeficijenata brzine reakcije u oba pristupa
generira skup povezanih diferencijalnih jednadÞbi. Opæi al-
goritam za odreðivanje koeficijenata brzine kemijske re-
akcije na specifiènom mjestu sastoji se od numerièkog
rješavanja diferencijalnih jednadÞbi, koje se dobivaju vari-
ranjem vrijednosti koeficijenata te usklaðivanjem s eksperi-
mentalnim podatcima.48
Pri prouèavanju izmjene vodik/deuterij plinoviti donor de-
uterija je u suvišku, tako da su u oba pristupa promatrane
reakcije pseudo-prvog reda, a koeficijenti dobiveni anali-
zom takvog sustava takoðer su pseudo prvog reda.42–45,47–50
Pravi koeficijenti brzine reakcije dobivaju se mnoÞenjem
koeficijenata pseudo-prvog reda s reciproènom vrijednošæu
brojnosne koncentracije plinovitog donora deuterija koja se
raèuna iz jednadÞbe stanja idealnog plina na temelju izmje-
renih tlakova unutar vakuumske æelije instrumenta. Najveæi
uzrok pogreške u provedenim mjerenjima je nemoguænost
toènog mjerenja tlakova s obzirom na udaljenost mjeraèa
tlakova od æelije te razlièite brzine ispumpavanja kod æelije
i mjeraèa tlaka, što moÞe rezultirati pogreškom u mjerenju
tlakova od oko 30 %.51
Eksperimentalni sustav
Spektrometrija masa ionsko-ciklotronske rezonancije uz
Fourierovu transformaciju kao i spektrometrija masa ionske
klopke najpogodnije su tehnike za prouèavanje reakcija
izmjene vodik/deuterij u plinskoj fazi te odreðivanje koefi-
cijenata brzine kemijske reakcije. Uz primjenu MALDI ili
ESI, obje metode mogu zadrÞati ione u klopci na dulje vrije-
me uz suvišak donora deuterija.
Odreðivanje strukture kationiranih aminokiselina
izmjenom vodik/deuterij
Pokazano je da promatranje sustava kao n nezavisnih mje-
sta za izmjenu daje bolji uvid u strukturu protoniranih ami-
nokiselina. U radu Marshalla i sur.48 naðeno je da pro-
tonirani glicin ima jedno brzo mjesto izmjene i tri ekviva-
lentna spora mjesta, što jasno ukazuje da su tri sporo
izmjenjujuæa protona iz protonirane amino-skupine, a da je
brzo izmjenjujuæi proton iz karboksilne skupine. Neke ami-
nokiseline, npr. triptofan, histidin itd. imaju više moguæih
poloÞaja protoniranja. Promatranje izmjene vodik/deuterij
na specifiènim mjestima u kationiranim aminokiselinama
(fenilalanin, histidin, prolin, tirozin i triptofan) pokazalo je
da poznavanje reakcija na specifiènom mjestu u molekuli
omoguæuje jednostavno odreðivanje mjesta protoniranja tj.
strukture protoniranih aminokiselina,50 slika 5.
S obzirom na razlièitu strukturu Na+-kationirane aminoki-
seline u zwitterionskoj formi od one u formi solvatiranog
naboja pokazano je da izmjena vodik/deuterij omoguæuje
razlikovanje tih dviju struktura,49 slika 1. Na primjer, naðe-
no je49 da se Na+-kationirani prolin tijekom izmjene vo-
dik/deuterij u plinskoj fazi nalazi u formi zwitteriona, što je
u skladu s teorijskim rezultatima,53 slika 6.
Dakle, analizom rezultata izmjene vodik/deuterij u plinskoj
fazi moguæe je odrediti konstante brzine kemijske reakcije
za razlièita mjesta u molekuli,40,44,48-50 odrediti mjesto nabo-
ja u molekuli,48,50 pratiti ovisnost reakcije izmjene o donoru
deuterija44,50 te razlikovati zwitterionsku formu kationirane
aminokiseline od forme solvatiranog naboja.49
Kinetièka metoda
Reakcije disocijacije ionom vezanog klastera u spektro-
metru masa mogu se iskoristiti za dobivanje nekih termodi-
namièkih podataka te razjašnjenje strukture promatranih
molekula. Metoda koja se temelji na kinetièkom praæenju
disocijacije ionom vezanog klastera naziva se kinetièka me-
toda i predloÞili su je Cooks i sur.54,55 Kinetièka metoda
primjenjuje se u odreðivanju raznih ionskih afiniteta, ioni-
zacijskih energija, baziènosti u plinskoj fazi, a èesto se
pomoæu nje mogu razjasniti strukture promatranih mole-
kula.
298 M. ROÝMAN i D. SRZIÆ: Odreðivanje strukture aminokiselina spektrometrijom masa, Kem. Ind. 54 (6) 295–302 (2005)
Teorijska osnovica kinetièke metode30
Eksperimenti voðeni primjenom kinetièke metode zapo-
èinju stvaranjem kationom (ili pomoæu nekog drugog iona)
vezanog dimernog iona nastalog u asocijacijskoj reakciji
izmeðu molekula A i B unutar reakcijske æelije spektrome-
tra masa. Nakon odvajanja novoformiranih iona dolazi do
njihove sudarima izazvane disocijacije. Disocijacija odgo-
varajuæeg dimera moÞe se odvijati na dva meðusobno
konkurentna naèina, gdje su k1 i k2 koeficijenti brzine diso-
cijacije dimera, pri èemu nastaju ioni AK+ i BK+,
a omjer relativnih intenziteta [AK+] i [BK+] jednak je omjeru
koeficijenata brzine disocijacije dimera k1 i k2.
 
 
k
k
1
2



AK
BK
Kinetièka metoda pretpostavlja da je aktivacijska energija
za povratnu reakciju zanemariva, pa vrijedi:
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G) promjena Gibbsove energije vezanja metal-
nog iona, 
H)= 
H(A)–H(B) je promjena afiniteta pre-
ma kationu (promjena entalpije vezanja), a Teff efektivna
temperatura aktiviranog dimera. Efektivna temperatura je
temperatura Boltzmannove raspodjele aktiviranog dimer-
nog iona koji bi disocijacijom dao jednak omjer intenziteta
protoniranih molekulskih iona kao što je omjer tih iona
opaÞen tijekom eksperimenta gdje populacija dimernog
iona nema Boltzmannovu raspodjelu.56 Pri odreðivanju afi-
niteta prema kationu jedna od molekula dimera ima po-
znati afinitet prema kationu. 
(
S) je promjena entropije
vezanja kationa te se u nekim sluèajevima, kada je promje-
na reakcijske entropije tijekom oba disocijacijska puta sliè-
na, zanemaruje.57,58 To npr. vrijedi za vezanje metalnih ka-
tiona za strukturno sliène ligande, odnosno:
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U sluèaju kompleksnih sustava gdje je povratna reakcija
moguæa i/ili postoji više mjesta vezanja kationa pa su mo-
lekule u ionom vezanom klasteru strukturno razlièite, pri-
mjenjuje se egzaktan statistièki tretman kinetièke metode
dan u radu P. B. Armentrouta.59
Eksperimentalni sustav
Najèešæe primjenjivane ionizacijske tehnike u studijama ki-
netièke metode su: udar brzih atoma60,61 (Fast Atom Bom-
bardment, FAB), kemijska ionizacija62,63 (Chemical Ioni-
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S l i k a 5 – Vremenska ovisnost relativnih intenziteta vrsta
[M+H]+ u spektru masa i odgovarajuæe krivulje dobivene odreðiva-
njem koeficijenata brzine reakcije izmjene na specifiènom mjestu
za protonirani prolin uz uporabu D2O. Dobiveni koeficijenti50 uka-
zuju da protonirani prolin ima dva ekvivalentna sporo izmjenjujuæa
(k1 = k2 = 5,59 × 10–12 cm3 s–1molekula–1) te jedan brzo izmje-
njujuæi proton (k3 = 36,59 × 10–12 cm3 s–1 molekula–1). Vidljivo je
da se proton odgovoran za protoniranje prolina smjestio na imino-
-skupini, što se slaÞe s teorijskim predviðanjima.52
F i g. 5 – Time dependence of the experimental ion intensities
and corresponding theoretical fit obtained by site-specific treat-
ment of the H/D exchange in proline with D2O. For protonated
proline obtained coefficients50 indicate two equivalent slow ex-
changing sites (k1 = k2 = 5.59 × 10–12 cm3 s–1 molecules–1) and
one fast exchanging site (k3 = 36.59 × 10–12 cm3 s–1 molecules–1).
The latter indicates the imino group as site of protonation, in agree-
ment with the calculated structure.52
S l i k a 6 – Struktura Na+-kationiranog prolina u plinskoj fazi. U
eksperimentima izotopne izmjene opaÞena je zamjena dvaju pro-
tona deuterijem. Odreðeni koeficijenti49 izmjene na specifiènim
mjestima su jednaki (k1 = k2 = 4,37 × 10–12 cm3 s–1 molekula–1) te
je zakljuèeno da se ekvivalentni protoni nalaze na imino-skupini.
F i g. 6 – Gas phase structure of the Na+ cationized proline. Ex-
change of two protons is observed in the gas phase hydrogen/deu-
terium exchange experiments. Determined coefficients49 indicate
two equivalent exchanging sites (k1 = k2 = 4.37 × 10–12 cm3 s–1
molecules–1) showing that equivalent protons are localized at the
imino group.
zation, CI), LDI, ESI i MALDI u kombinaciji sa sektorskim
analizatorom, analizatorom ionsko-ciklotronske rezonanci-
je uz Fourierovu transformaciju, analizatorom ionske klop-
ke te kvadrupolnim analizatorom masa.
Primjena kinetièke metode u odreðivanju strukture
kationiranih aminokiselina
Kinetièka metoda je upotrijebljena za odreðivanje najsta-
bilnijih tautomera Na+-kationiranih aminokiselina. Odre-
ðena je energija vezanja kationa za aminokiseline i odgo-
varajuæe metilne estere koji ne mogu biti u zwitterionskoj
formi.
Usporeðene su vrijednosti Na+-afiniteta nekih aminokiseli-
na i njihovih metilnih estera.64 U sluèaju da je aminokiselina
u plinskoj fazi u zwitterionskoj formi, vrijednost Na+-afini-
teta je veæa za aminokiselinu. Ako se pak aminokiselina u
plinskoj fazi nalazi u obliku solvatiranog naboja, veæu vri-
jednost Na+-afiniteta ima metilni ester iste, jer dolazi do
jaèeg vezanja zbog èinjenice da je metilna skupina jaèi do-
nor elektrona od vodika.
NaÞalost, odreðivanjem afiniteta prema kationu moÞe se
samo razluèiti: je li promatrana aminokiselina u zwitte-
rionskom obliku ili u obliku solvatiranog naboja, ali ne i
razlikovati dva razlièita izomera iste strukture.
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Popis kratica
List of abbreviations
CI – kemijska ionizacija
– chemical ionization
EI – udar elektrona
– electron impact
ESI – ionizacija elektroraspršenjem
– electrospray ionization
FAB – udar brzih atoma
– fast atom bombardment
LDI – ionizacija laserskom desorpcijom
– laser desorption ionization
MALDI – matricom potpomognuta ionizacija laserskom
desorpcijom
– matrix assisted laser desorption ionization
MS – spektrometar masa
– mass spectrometer
NMR – nuklearna magnetska rezonancija
– nuclear magnetic resonance
PA – protonski afinitet
– proton affinity
TOF – vrijeme proleta
– time of flight
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SUMMARY
Mass Spectrometric Determination of Gas Phase Structures of Amino Acids
M. RoÞman and D. Srziæ
In the past two decades mass spectrometry became an important tool in the structural investiga-
tions of biomolecules (amino acids). Although, the primary focus of mass spectrometry is on com-
pound identification and sequence information (primary structure), some mass spectrometry
based methods as ion chromatography, hydrogen/deuterium exchange, and kinetic method are
able to determine secondary gas phase structure of the amino acids. For example, it is possible to
distinguish the zwitterionic and charge solvated structures of the sodiated amino acid, figure 1.
Ion chromatography
The ion chromatography (also ion mobility) of a gas-phase ion is the quantity that describes how
quickly the ion moves through a drift cell filled with a buffer gas under the influence of a weak
electric field, figure 2. Basic setup for the ion mobility experiments is shown in figure 4. Measuring
the mobility (collision cross section) of an ion yields information about its structure i. e. whether it
is compact or extended. Based on this, some conclusions about gas phase structure of alkali catio-
nized amino acids, are obtained. On the other hand some collision cross section data for ionic sy-
stems, obtained from the ion mobility experiments are often not conclusive when the shape of
charge solvation is very similar to zwitterionic structures.
Hydrogen/deuterium exchange
In the typical hydrogen/deuterium experiment a cationized amino acid is exposed to gas phase of
the deuterating reagent and the rate of the exchange is monitored by the mass spectrometer. The
generally accepted mechanism for the hydrogen/deuterium exchange consists of three steps,
scheme 1.
The information obtained from site specific reaction rate coefficients can give information about
the number of exchangeable hydrogens, location of the ionization site, location of the reactive
groups, structure hydrogen bonding and shape of the cationized amino acid (zwitterionic versus
charge solvated). On the basis of such information, results for protonated and sodiated proline are
given in figures 5 and 6.
Kinetic method
The kinetic method is a procedure for the determination of thermochemical properties based on
the rates of competitive dissociations of mass selected cluster ions. It is widely used for thermo-
chemical and ion structural determinations. For example the kinetic method is used for determi-
nation of the most stable conformation of sodiated amino acids. Relative alkali metal ion affinities
of amino acid and the corresponding methyl ester are determined. Based on the difference of so-
dium affinity between zwitterionic and charge solvated structures of the gas phase sodiated ami-
no acids, some structural conclusions can be obtained.
Ruðer Boškoviæ Institute, Received March 2, 2004
Bijenièka 54, 10000 Zagreb, Croatia Accepted November 30, 2004
